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RESUMO - A producéo de etanol celuldsico (2G), obtido de biomassas vegetais,
ainda apresenta desafios tecnolégicos para que se torne competitiva ao etanol
obtido do caldo de cana (1G). Estes vdo desde a etapa de despolimerizacdo da
parede vegetal para solubilizacdo dos acUcares das fracbes C6 e C5, com minima
liberacdo de compostos toxicos, até a disponibilidade de micro-organismos
capazes de fermentar estes agucares, quesitos estes primordiais para o sucesso da
tecnologia de obtencdo de etanol a partir do bagaco de cana-de-agUcar. Para tanto
se faz necessario o uso de pré-tratamentos quimicos e enzimaticos (enzimas de
baixo custo para hidrolisar a fragdo celuldsica) no processamento do bagaco para
a obtencdo de acUcares sollveis a partir da matriz de celulignina que serdo
utilizados na posterior conversao em etanol por processos fermentativos. O uso da
etapa de deslignificacdo do bagaco pré-tratado é de grande interesse para a
obtencdo de glicose pela acdo das enzimas devido a maior disponibilidade da
celulose. Portanto, o objetivo deste trabalho foi otimizar as condigdes
operacionais da etapa de tratamento alcalino do bagaco de cana-de-aclcar pré-
tratado, utilizando hidroxido de sédio, para se obter uma biomassa com maior
conteldo de celulose. Os resultados mostraram que a deslignificacdo foi mais
eficiente quando foram empregados 2,2 % (p/v) de NaOH durante 100 min. a
110 °C, obtendo-se um material com 85 % de celulose.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos pesquisadores de diferentes setores da academia e industria tém
despendido esforcos para desenvolver tecnologias que aumentem a eficiéncia e a
sustentabilidade (econémica e ambiental) do processo de obtencdo de etanol proveniente de
materiais lignoceluldsicos, denominado de segunda geracdo (2G) ou etanol celulosico. Estas
pesquisas sdo baseadas no desenvolvimento de processos de obtencéo de bioetanol a partir de
uma diversidade de biomassas vegetais, mas principalmente a partir do bagaco de cana-de-
acucar em virtude de sua grande quantidade no setor sucroalcooleiro apesar de seu usual
aproveitamento para cogeracao de energia (Balat, 2011; Cardona et al., 2010; Quintero et al.,
2011). Além disso, fica cada vez mais claro que para viabilizar a producdo de etanol
celulosico é imprescindivel acopla-la as tecnologias ja estabelecidas dos processos das usinas
de primeira geracdo. Mesmo considerando 0s avangos nas pesquisas ao longo dos anos, ha
ainda barreiras a serem vencidas como a desconstrucdo da matriz lignocelulosica, de forma a
disponibilizar seus agucares monoméricos com a minima liberacdo e/ou formacdo de
compostos tdxicos aos micro-organismos e a disponibilidade de micro-organismos capazes de



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
> 2017 em Iniciagao Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA UFSCar - Sao Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

fermentar tanto acucares C6 (glicose) quanto C5 (xilose e arabinose), ou seja, 0s principais
carboidratos constituintes das fraces de celulose e hemicelulose das paredes vegetais.

A conversdo de materiais lignocelulésicos em bioetanol requer etapa de pré-tratamento
como uma das operacdes unitarias fundamentais, devido a estreita associacdo que existe entre
0s trés principais componentes da parede celular vegetal (celulose, hemicelulose e lignina)
(Gamez et al., 2006). Portanto, o papel principal desta etapa é diminuir a interacdo entre 0s
principais componentes da parede celular e torna-los susceptiveis aos processos de
sacarificacdo e fermentacdo (Brethauer & Wyman, 2010; Gamez et al., 2006). As melhores
condicGes de pré-tratamento devem ser definidas como aquelas em que ha recuperacao
maxima dos agucares soluveis em agua, a partir da hemicelulose (hidrolisado hemicelul6sico),
juntamente com a producdo do melhor substrato possivel (celulignina) para seu posterior
aproveitamento. Um dos pré-tratamentos mais utilizados tem sido com acido sulfarico
diluido, principalmente em funcdo da sua eficiéncia no processo de separacdo dos
componentes da parede celular (Canilha et al., 2010; Dussan et al., 2016). Numa segunda
etapa, para a disponibilizacdo da celulose presente na celulignina, estudos tém demonstrado a
necessidade de uma etapa de deslignificacdo a qual tem sido realizada empregando-se
hidréxido de sédio como catalisador. A celulose resultante nesta etapa tem sido submetida a
processos de hidrdlise enzimatica ou &cida para a solubilizacdo da glicose (hidrolisado
celuldsico) (Dias et al., 2009). A hidrolise enzimética tem sido mais indicada para a
conversdo da celulose em monossacarideos ap0s o pré-tratamento do bagaco, uma vez que
constitui uma etapa simplificada no processo e requer condi¢cbes mais brandas, além de
apresentar maior especificidade pelo substrato (celulose) (Ferreira et al., 2009). O uso de
enzimas celuloliticas na hidrélise da polpa lignocelulésica vem sendo extensivamente
estudado para a liberacdo de agucares fermentesciveis da matriz de celulignina (Dekker et al.,
1987).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢cdes operacionais
da etapa de tratamento alcalino do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado (celulignina)
utilizando hidroxido de sodio, a fim de se obter uma biomassa com maior conteudo de
celulose, que proporcionara aumento do rendimento da hidrdlise enzimatica e
consequentemente favorecera a producdo de etanol celulésico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acucar foi caracterizado e submetido a hidrolise acida (pré-
tratamento) em autoclave utilizando Erlenmeyer com capacidade volumétrica de 5 litros. A
hidrolise foi realizada empregando-se 2 % (p/v) de acido sulfarico para uma relagcdo sélido-
liqguido de 1:10, temperatura de 121 °C por 71 minutos (Téllez-Luis et al., 2002). O
hidrolisado hemiceluldsico obtido, apds ser filtrado para separacdo da massa solida
(celulignina), foi armazenado em camara fria a 4 °C para posterior caracterizagdo quanto aos
teores de agucares e compostos toxicos. A celulignina resultante dessa etapa foi lavada com
agua para remocdo do 4cido residual, seca ao sol até umidade em torno de 10 % e armazenada
a temperatura ambiente para posterior processo de deslignificacao.
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2.2. Deslignificacdo do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado

O solido resultante da etapa de pré-tratamento (celulignina) foi submetido a um
processo de deslignificagdo alcalina, em autoclave utilizando Erlenmeyer com capacidade de
1000 mL, com uma relagédo solido-liquido de 1:20, a uma temperatura de 110 °C (Dussan et
al., 2014), avaliando-se a concentragédo de NaOH (0,5 — 2,5 %p/v) e o tempo de reac¢do (20 —
100 min) de acordo com planejamento fatorial completo 22-face centrada. A fragdo sélida
obtida (celulose) foi lavada com agua destilada para remocdo da lignina extraida até pH
neutro. Apds este procedimento, a fracdo celuldsica foi submetida a secagem em temperatura
ambiente e caracterizada quanto a seu teor de celulose, hemicelulose e lignina.

2.3. Caracterizagdo quimica

O bagaco de cana-de-agticar “in natura” e ap6s hidrolises foi caracterizado quanto aos
seus teores de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos, de acordo com metodologia
padrdo de caracterizacdo de carboidratos e lignina estruturais de biomassa, do National
Renewabe Energy Laboratory — NREL (Sluiter et al., 2012).

2.4. Métodos Analiticos

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose e acido acético foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em cromatégrafo Shimadzu LC-30AD. As amostras
foram previamente filtradas em filtro Sep Pak C18 e injetadas no cromatdgrafo, utilizando-se
as seguintes condic@es: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida a
temperatura de 85 °C; volume de injecdo de 20 pL; detector de indice de refragdo; fase movel
acido sulfarico 0,01 N e fluxo de 0,6 mL/min.

2.5. Analise da Estatistica

Os resultados dos ensaios realizados com base no planejamento fatorial completo com
face centrada foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa STATISTICA
versdo 10.0, para a verificacdo dos efeitos individuais e de interacdo das varidveis sobre a
resposta, definicdo das varidveis importantes para 0 processo, avaliacdo dos erros
experimentais e para a modelagem empirica dos resultados em funcdo das varidveis
escolhidas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo quimica do bagaco de cana de agucar “in natura” e da celulignina
resultante do pre-tratamento estdo apresentados na Tabela 1. Observa-se que a quantidade de
celulose e lignina do bagaco de cana ap6s a hidrolise acida aumentou devido & solubilizacéo
dos acucares constituintes da hemicelulose (xilose, glicose e arabinose). Isto indica que as
condicGes de hidrolise empregadas foram apropriadas para extrair os agucares contidos na
fragdo hemiceluldsica. Como também pode ser observado na Tabela 1, no bagago “in natura”
a fracdo hemiceluldsica representou 21,83 %, enquanto a celulose correspondeu a 32,49 % da
sua composicdo. Estes valores apresentam algumas diferencas quando comparados aos
resultados obtidos por Dussan et al. (2016) os quais obtiveram 34,6 % celulose, 18,9 %
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hemicelulose, 27,6 % lignina, 8,8 % extrativos e 6,4 % de cinzas. Estas diferencas podem ser
atribuidas as caracteristicas da matéria-prima, como variedade, idade, condicdes de cultivo e
tempo de estocagem. Os niveis de concentracdo de hidroxido de sodio, tempo de
deslignificacao e a respostas, contetdo de celulose e lignina, estdo apresentados na Tabela 2 e
demonstram que a etapa de deslignificacéo foi capaz de aumentar a quantidade de celulose do
material lignocelul6sico quando comparado com o material apds pré-tratamento com &cido
diluido (celulignina), em todas as condi¢des estudadas.

Tabela 1 — Caracterizagdo quimica do bagago de cana de agucar “in natura” e celulignina

Componentes Bagaco “in natura” Celulignina
Celulose (%) 32,49 + 1,66 47,45 £1,30
Hemicelulose (%) 21,83 £ 0,68 13,37 £ 0,85
Lignina total (%) 27,80+ 1,30 34,63 + 0.84
Acetil (%) 2,87+£0,49 0,54 + 0,08
Extrativos (%) 15,40 + 0,64 -
Cinzas (%) 517 +0,32 3,05+ 0,04
Total (%) 105,5 + 1,05 99,05+ 0,39

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial 22- face centrada com trés repetigdes no ponto
central para estudo da influéncia das variaveis: concentracdo de NaOH e tempo de reacdo na
etapa de deslignificacdo do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com &cido diluido. Niveis

codificados em paréntesis.

Experimentos Concentragéo Terppo d_e Celulose
NaOH (%p/v) reacdo (min) (%)
1 0,5 (-1) 20 (-1) 75,87 + 0,45
2 2,5 (+1) 20(-1) 69,73 £ 1,09
3 0,5(-1) 100 (+1) 77,27 +1,42
4 2,5 (+1) 100 (+1) 85,72+ 2,27
5 (FC) 1,5 (0) 20 (-1) 76,38 £ 0,54
6 (FC) 1,5 (0) 100 (+1) 82,49 + 0,83
7 (FC) 0,5 (-1) 60 (0) 78,99 £ 0,43
8 (FC) 2,5 (+1) 60 (0) 75,46 £ 2,21
9 (PC) 1,5 (0) 60 (0) 79,95+ 1,47
10 (PC) 1,5 (0) 60 (0) 80,00 + 2,39
11 (PC) 1,5 (0) 60 (0) 79,72 £ 0,68

FC = face centrada; PC = ponto central.

Os maiores valores de porcentagem de celulose no material apds deslignificacdo, 82 e
85 %, foram observados nos experimentos 4 e 6 com concentracdo de NaOH de 2,5e 1,5 %
(p/v), respectivamente, e tempo de reacdo de 100 min. Entretanto quando foi empregado 2,5
% (p/v) de NaOH com um tempo de reagdo de 20 min houve um decréscimo na porcentagem
de celulose de 1,23 vezes, mostrando assim que o tempo de reacdo influiu significativamente
na eficiéncia do processo de deslignificacdo. A influéncia das varidveis concentragdo de
NaOH e tempo de reacdo na deslignificacdo do bagaco pré-tratado sobre o contetdo de
celulose e lignina no material foi estudada de maneira mais detalhada, utilizando-se a
metodologia estatistica apresentada a seguir. No gréafico de Pareto (Figura 1a), é apresentada a
analise da estimativa dos efeitos para o parametro porcentagem de celulose no material apds
deslignificacdo, tendo sido considerados significativos os termos cujos valores de p fossem
menores ou iguais a 0,05 (representado pela linha continua do gréfico). Além disso, observou-
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se que as variaveis Tempo de reacdo-L (2), concentracdo de NaOH-Q (1) e a interagdo 1(L)-
2(L) apresentaram efeitos significativos. Considerando a ordem decrescente de importancia
das varidveis e suas interacdes, o efeito da varidvel tempo de reacdo teve maior influéncia
sobre a resposta porcentagem de celulose.

Figura 1 — (a) Estimativa dos efeitos (ao nivel de 95 % de confianca) através do gréfico de
Pareto de acordo o planejamento fatorial 22- face centrada; (b) Superficie de resposta que

relaciona a porcentagem de celulose no material com a concentragdo de NaOH e tempo de
reacao

() (b)

(2)Tempo(L) -5 89712

1Lby2L 5.241726

NaOH(Q) -2.82195

L) IOy

(1)N2OH(L) 357412

Terpo(Q) -291973

p=03

Efeito Padronizado

Pela andlise de variancia da regressdao do modelo (ANOVA, dados ndo apresentados)
verificou-se que a resposta porcentagem de celulose apresentou coeficiente de correlacéo (R?)
superior a 0,94. Observa-se também que, para a resposta porcentagem de celulose, 0 modelo
proposto foi significativo, ndo apresentando falta de ajuste ao nivel de significancia de 0,05
(95 % de confianca), o que o valida, possibilitando representa-lo por meio de uma superficie
de resposta. Com base nos resultados obtidos com a analise de variancia, o modelo
matematico, com as variaveis reais, para descrever a resposta, dentro da regido estudada, pode
ser apresentado na forma da Equacdo 1, a qual possibilita a obtencdo da superficie de resposta
(Figura 1b). Onde X1 é a concentracdo de NaOH (% p/v) e X2 é o tempo de reacdo (min).

%Celulose = 76,32 +1,73 X, — 2,47 X} —0,02 X, —0,0002 X ? + 0,09 X, X, 1)

Na Figura 1b esta apresentada, através de superficie de resposta, a relacdo entre a
variavel dependente porcentagem de celulose e as variaveis independentes concentracdo de
NaOH e tempo de reacdo. A maior porcentagem de celulose estimada, cerca de 84 %, foi
prevista para os niveis +1 e +1 de tempo de reacdo e concentracdo de NaOH, respectivamente,
correspondente a 100 min e 2,5 % (p/v) de concentragdo de NaOH. Finalmente, a Equacéo 1
foi otimizada utilizando a funcéo de desejabilidade (FD) do programa STATISTICA, o qual
estima a melhor combinacdo dos fatores (considerando todos os efeitos do modelo) que
resulta na melhor combinacéo possivel da resposta. Portanto, foi encontrando um valor 6timo
de porcentagem de celulose no material de 84,67 % nas condi¢Oes de 2,17 % (p/v) de
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concentracdo de NaOH e um tempo de rea¢do de 100 min a uma temperatura de 110 °C. Estes
resultados apresentam uma diferenca significativa quando comparados com o0s resultados
reportados por Giese et al. (2013) os quais realizaram o processo de deslignificagcdo a 100 °C
utilizando bagaco de cana pré-tratado com acido sulfurico diluido e 1 % (p/v) de NaOH por
um tempo de 1 h e reportaram uma porcentagem de celulose de 53,06 %, confirmando a
importancia de otimizar as variaveis operacionais da etapa de deslignificacao.

6. CONCLUSOES

O estudo das varidveis concentracdo de NaOH e tempo de reagdo no processo de
deslignificacdo do bagaco de cana-de-acucar permitiram aumentar a quantidade de celulose
no material lignocelulésico. Além disso, pela anélise da estatistica foi possivel identificar que
a variavel tempo de reacdo teve maior influéncia sobre a resposta porcentagem de celulose.
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